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A. Latar Belakang Masalah 
Jarak pagar (Jatropha curcas L.) merupakan tanaman perdu serbaguna, 
dimana hampir dari semua bagian tanaman ini dapat dimanfaatkan oleh 
masyarakat untuk mencukupi kebutuhannya. Biji tanaman jarak pagar dapat 
diolah menjadi minyak jarak yang dapat digunakan sebagai pengganti minyak 
tanah dan pensubstitusi bahan bakar (Hambali, 2006). Jarak pagar juga berpotensi 
sebagai penghasil Bahan Bakar Nabati (BBN). Potensi jarak pagar sebagai sumber 
bahan bakar nabati (BBN) cukup besar jika dibandingkan dengan sumber bahan 
bakar nabati yang lain seperti kelapa sawit, tebu, singkong dan lain-lain 
(Pelayanan Informasi Jarak Pagar, 2006).  
Penggunaan jarak pagar tidak mengganggu kebutuhan yang lain. Artinya, 
jika kelapa sawit digunakan sebagai bahan bakar nabati, maka pasokan untuk 
minyak goreng akan terganggu. Demikian juga dengan penggunaan tebu akan 
mengganggu produksi gula yang sampai saat ini masih merupakan komoditas 
impor. Penggunaan singkong juga akan mensubsitusi penggunaan singkong 
sebagai bahan pangan (Krisnamurthi, 2006).  
 Dewasa ini, Pemerintah telah berencana untuk mengembangkan jarak 
pagar secara besar-besaran. Pada tahun 2006 luas areal pertanaman ditargetkan 
mencapai 100.000 ha dan tahun 2009 ditargetkan mencapai 10 juta ha di seluruh 
wilayah Indonesia (Pelayanan Informasi Jarak Pagar, 2006). Kebutuhan Bahan 
Bakar Minyak (BBM) dalam negeri sebesar 40 juta kilo liter/tahun. Ini 
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diperkirakan hanya memerlukan 10 juta ha jarak pagar atau kurang dari separuh 
lahan kritis yang ada di Indonesia (Hamdi, 2006).  
Bahan bakar alternatif sedapat mungkin bersifat ramah lingkungan 
(environmental friendly), berkelanjutan (sustainable) dan dapat diperbaharukan 
(renewable) (Hariyadi, 2005). Beberapa kelebihan bahan bakar minyak jarak ini 
dibandingkan solar yaitu karena ramah lingkungan dan dapat menghasilkan 
pembakaran yang lebih sempurna pada mesin, sehingga emisi gas buangannya 
relatif lebih kecil jika dibandingkan dengan solar (Hariyadi , 2005). Menurut 
Hamdi (2005), minyak jarak pagar menghasilkan bahan bakar yang lebih ramah 
lingkungan dan menghasilkan cetane number lebih tinggi dibandingkan bahan 
bakar diesel konvensional di pasaran. 
Sejalan dengan peningkatan jumlah konsumsi Bahan Bakar Fosil (BBF) 
oleh penduduk dunia, maka deposit minyak bumi diperkirakan hanya akan 
mencukupi sampai tahun 2020, sehingga perlu mencari sumber energi alternatif 
pengganti (Mardjono, 2006). Jarak pagar berpotensi sebagai alternatif energi 
terbarukan pengganti minyak bakar dan solar, disamping manfaatnya yang lain 
yaitu untuk pembuatan sabun, insektisida, farmasi, dan pupuk organik serta 
sebagai penahan erosi dan barrier tanaman utama (Gubitz, 1998).  
Sesuai dengan Inpres No. 1 tahun 2006 dan Peraturan Pemerintah No. 5 
tahun 2006 tentang Kebijakan Energi Nasional maka perlu digalakkan 
pengembangan energi alternatif yakni biofuel (Krisnamurthi, 2006). Berdasarkan 
Inpres ini pemerintah tahun 2009 mentargetkan memproduksi 0,72 juta kilo liter 
biodiesel dan 0,423 juta kilo liter bio oil untuk menggantikan BBM fosil. Hal ini 
 iv
hanya dapat diperoleh dari penanaman jarak pagar seluas 900.000 ha tahun 2009 
(Krisnamurthi, 2006). Selain itu minyak jarak tidak termasuk kategori minyak 
makan (edible oil) sehingga penggunaannya sebagai bahan bakar tidak 
menimbulkan kompetisi dengan pangan. Namun salah satu kendala yang perlu 
segera diselesaikan adalah bagaimana cara membudidayakan tanaman jarak pagar 
dengan baik dan benar.  
Pengadaan bahan tanam jarak pagar dapat dilakukan secara generatif (biji) 
dan vegetatif (setek cabang atau batang dan kultur jaringan). Secara konvensional, 
untuk menghasilkan minyak sebagai bahan bakar, pengembangannya sebaiknya 
menggunakan biji karena produksinya lebih tinggi dan hidup lebih lama (Mahmud, 
dkk, 2006). Sedangkan alternatif perbanyakan untuk memperbaiki sifat tanaman 
ini dapat diakukan secara vegetatif yaitu dengan teknik kultur in vitro (Hosoki dan 
Sugawa, 1977; Marlin, 2000).  
Seiring dengan peningkatan permintaan dan kebutuhan akan bahan 
tanaman jarak pagar ini, maka perlu dilakukan upaya perbanyakan tanaman dalam 
jumlah besar dan dalam waktu yang singkat. Pemanfaatan teknologi kultur in vitro 
dapat digunakan untuk pemuliaan dan perbanyakan tanaman (mikropropagasi). 
Teknologi ini sekaligus juga dapat menjawab permasalahan keterbatasan lahan 
untuk penanaman (Heble, 1996). Perbanyakan tanaman dengan kultur jaringan 
merupakan teknik alternatif yang tidak dapat dihindari jika bahan tanam yang 
disediakan dituntut untuk seragam dan penyediaannya dilakukan dalam skala 
besar (Yusnita, 2004).  
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Berdasarkan permasalahan tersebut maka penelitian ini diarahkan dalam 
usaha untuk mengkaji pengaruh zat pengatur tumbuh yaitu NAA dan BAP 
terhadap induksi kalus jarak pagar (J. curcas) yang ditanam pada media MS 
dengan metode kultur kalus. 
 
B. Rumusan Masalah 
Berdasarkan latar belakang masalah di atas, dapat dibuat suatu rumusan 
masalah sebagai berikut : 
1. Bagaimana pengaruh variasi konsentrasi NAA dan BAP terhadap induksi 
kalus jarak pagar (J. curcas) ? 
2. Bagaimana pengaruh variasi konsentrasi NAA dan BAP terhadap 
pertumbuhan kalus jarak pagar (J. curcas) ? 
 
C. Tujuan 
Sesuai dengan rumusan masalah di atas, maka tujuan dari penelitian ini 
adalah sebagai berikut : 
1. Mengetahui pengaruh variasi konsentrasi NAA dan BAP terhadap induksi 
kalus jarak pagar (J. curcas). 
2 Mengetahui pengaruh variasi konsentrasi NAA dan BAP terhadap 






Penelitian ini diharapkan dapat bermanfaat :  
1. Secara teoritis, penelitian ini dapat memberikan informasi mengenai 
pengaruh variasi konsentrasi NAA dan BAP terhadap induksi dan 
pertumbuhan kalus jarak pagar (J. curcas). 
2. Secara praktis, penelitian ini diharapkan dapat dijadikan sebagai acuan 










A. TINJAUAN PUSTAKA 
1. Jarak Pagar (Jatropha curcas L.) 
a. Klasifikasi 
Jarak pagar (Jatropha curcas L.) diklasifikasikan dengan sistematika 
sebagai berikut: 
Kingdom : Plantae 
Divisio : Magnoliophyta 
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Kelas  : Magnoliopsida 
Ordo  : Malpighiales 
Familia : Euphorbiaceae 
Genus  : Jatropha 
Spesies : Jatropha curcas L. (Hambali, 2006). 
b. Nama Daerah 
Tumbuhan ini dikenal dengan berbagai nama di Indonesia: jarak kosta, 
jarak budeg (Sunda); jarak gundul, jarak pager (Jawa); kalekhe paghar (Madura); 
jarak pager (Bali); lulu mau, paku kase, jarak pageh (Nusa Tenggara); kuman 
nema (Alor); jarak kosta, jarak wolanda, bindalo, bintalo, tondo utomene 






Gambar 1. Jarak pagar (Jatropha curcas L.) 
Habitus tanaman jarak pagar ini secara umum adalah berupa perdu atau 
pohon kecil, dengan tinggi antara 1 – 7 m, berdaun tunggal, bersudut 3 atau 5, 
tulang daun menjari dengan 5 – 7 tulang utama, daun berwarna hijau, panjang 
tangkai daun antara 4 – 15 cm. Bunga jantan dan betina tersusun dalam rangkaian 
berbentuk cawan. Buah berbentuk bulat, diameter 2 - 4 cm berwarna hijau jika 
masih muda, kemudian hijau kekuningan, kuning, kuning kehitaman, dan hitam. 
Buah umumnya terbagi dalam 3 ruang yang masing-masing terisi oleh satu biji. 
Biji berbentuk lonjong, berwarna hitam jika sudah masak. Dalam pertumbuhannya, 
tanaman ini mempunyai waktu berbunga dan berbuah yang berbeda-beda. Satu 
tandan biasanya terdapat sekitar 10-20 buah yang memiliki tingkat kemasakan 
berbeda, yaitu hijau, hijau kekuningan, kuning, kuning kehitaman, dan hitam.  
Tanaman jarak pagar yang diperbanyak dengan biji mempunyai akar 
tunggang, sedangkan yang diperbanyak dengan stek hanya akar cabang dan akar 
serabut. Batang dan cabangnya berkayu, bergetah dan terdapat buku atau 
tempat/bekas daun melekat. Jarak antar bekas daun berkisar antara 1,5 cm sampai 
5 cm (Mahmud, 2006). Pada daun yang sedang berkembang, terdapat sebongkah 
sel meristem pada ketiak daun, antara daun dan batang. Bongkah ini merupakan 
bagian rudiment kuncup ketiak, dan jika bagian ini berkembang penuh, maka akan 
terjadi susunan yang sama dengan kuncup ujung (tunas). Perkembangan kuncup 
ketiak ini akan mengalami dorman pada awal perkembangannya, atau mungkin 
akan menjadi pucuk cabang (Loveless, 1991).  
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d. Syarat tumbuh jarak pagar 
Jarak pagar (J. curcas) merupakan tumbuhan semak berkayu yang banyak 
ditemukan di daerah tropik. Tumbuhan ini dikenal sangat tahan kekeringan dan 
mudah diperbanyak dengan stek. Walaupun telah lama dikenal sebagai bahan 
pengobatan dan racun, saat ini ia makin mendapat perhatian sebagai sumber bahan 
bakar hayati untuk mesin diesel karena kandungan minyak bijinya. 
 Jarak pagar merupakan tanaman tahunan yang berumur panjang, sampai 
50 tahun, sehingga penggunaan bahan tanaman yang salah akan berakibat fatal di 
kemudian hari. Oleh karena itu, pengembangan komoditas ini perlu dilakukan 
sesuai dengan prosedur yang baku, yaitu menggunakan bahan tanaman yang jelas 
asal-usulnya. Artinya, benih yang baik dan benar adalah langkah awal dalam 
mengusahakan jarak pagar untuk mendapatkan produktivitas yang tinggi 
(Mahmud, 2006). 
Menurut Hariyadi (2005) Tanaman jarak pagar mudah beradaptasi pada 
lingkungan hidupnya, namun dengan lingkungan tumbuh yang optimal akan 
didapatkan hasil yang optimal pula. Lingkungan optimal bagi pertumbuhannya 
yaitu pada latitut 50 0LU-40 0LS, altitut 0-2000 m dpl dan suhu berkisar antara 18-
30 0C. Jarak pagar dapat tumbuh pada tanah yang kurang subur, tetapi memiliki 
drainase baik, tidak tergenang dan pH tanah 5,0-6,5. 
e. Daerah penyebaran jarak pagar 
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Tanaman jarak pagar (Jatropha curcas) merupakan tanaman asli Amerika 
Tengah yang saat ini telah menyebar ke seluruh dunia terutama daerah arid dan 
semi arid di daerah tropika. Tergolong famili Euphorbiaceae, umurnya dapat 
mencapai 50 tahun, dan dapat tumbuh baik pada lahan marginal (Henning, 1998). 
Spesies ini dikenal sebagai tanaman beracun, cepat tumbuh, dan tahan terhadap 
penyakit. Bijinya merupakan sumber minyak dan daging buahnya kaya protein, 
namun beracun bagi manusia dan hewan ruminansia, sehingga tidak dapat 
digunakan langsung sebagai bahan makanan maupun pakan ternak (Makkar dkk., 
1998). 
Jarak pagar ini di beberapa daerah sering disebut jarak Cina, jarak budek, 
jarak gundul atau kosta. Sebarannya di Indonesia, meliputi beberapa propinsi dan 
telah dilakukan eksplorasi pendahuluan yaitu Sumatera Barat, Lampung, Banten, 
Jawa Barat, Jawa Tengah, Jawa Timur, Nusa Tenggara Barat, Nusa Tenggara 
Timur, dan Sulawesi Selatan (Hasnam, 2006). 
2. Zat Pengatur Tumbuh (ZPT) 
Pada umumnya zat pengatur tumbuh (ZPT) yang ada nama dagangnya 
dalam bentuk campuran beberapa zat pengatur tumbuh, sehingga lebih efektif 
dibanding zat pengatur tumbuh tunggal (Soemomarto, 1975) Naphtalene 
Acetamida (NAD), Naphtalene Acetic Acid (NAA), dan Indol Butyric Acid (IBA) 
merupakan senyawa organik yang dapat mempercepat dan memperbanyak 
perakaran (Wilkins, 1992). 
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Menurut Sriyanti dan Wijayani (1994), NAA (Naphtalene Acetic Acid) 
adalah zat pengatur tumbuh yang tergolong auksin. Pengaruh auksin terhadap 
perkembangan sel menunjukkan bahwa auksin dapat meningkatkan sintesa protein. 
Dengan adanya kenaikan sintesa protein, maka dapat digunakan sebagai sumber 
tenaga dalam pertumbuhan.   
Kelompok sitokinin yang merupakan turunan adenin paling aktif dalam 
proses pembelahan sel adalah Benzil Amino Purin (BAP). Perlakuan sitokinin 
pada seluruh tanaman untuk memproduksi tunas sebagai sumber eksplan pada 
mikropropagasi atau perbanyakan konvensional sangat disarankan (Norton and 
Norton, 1986).  
Kultur in vitro merupakan suatu teknik untuk mengisolasi bagian tanaman 
(eksplan) seperti protoplasma, sel, jaringan dan organ, kemudian 
menumbuhkannya pada media buatan dalam kondisi aseptik. Teknik ini akan 
membuka peluang untuk memperbanyak tanaman jarak pagar dan memperoleh 
bibit unggul yang bebas hama dan penyakit. Untuk meningkatkn produksi jarak 
pagar secara kualitatif dan kuantitatif dengan teknik kultur in vitro dapat 
dilakukan dengan memodifikasi media.  
Selain media, faktor lain yang menentukan keberhasilan kultur jaringan 
adalah zat pengatur tumbuh. Zat pengatur tumbuh yang banyak digunakan adalah 
sitokinin (BAP) dan auksin (NAA). BAP berfungsi merangsang pembelahan sel 
dalam jaringan yang dibuat eksplan dan merangsang pertumbuhan tunas, 
sedangkan NAA merupakan golongan auksin yang berfungsi dalam menginduksi 
 xii
pemanjangan sel, mempengaruhi dominansi apikal, penghambatan pucuk aksilar 
dan adventif, serta inisiasi pengakaran (Wattimena at al., 1992).  
Secara umum regenerasi tanaman secara in vitro dipengaruhi oleh tiga 
faktor yaitu: sumber eksplan, zat pengatur tumbuh, dan lingkungan kultur 
(Murashige, 1990). Zat pengatur tumbuh (ZPT) sangat berpengaruh di dalam 
pertumbuhan dan perkembangan eksplan yang dikulturkan (Gunawan, 1995). 
Interaksi antara zat pengatur tumbuh endogen dan eksogen yang ditambahkan ke 
dalam media mempengaruhi pembentukan organ secara lengkap (George dan 
Sherington, 1984; Tran Thanh Van, 1981). 
Dari sekian banyak jenis media dasar yang digunakan dalam teknik kultur 
jaringan, tampaknya media MS (Murashige dan Skoog) mengandung jumlah hara 
organik yang layak untuk memenuhi kebutuhan banyak jenis sel tanaman dalam 
kultur (Gunawan, 1987). Penggunaan media kultur yang tepat sangat 
mempengaruhi keberhasilan perbanyakan tanaman secara in vitro. 
Kendala pengadaan bibit unggul secara konvensional adalah sulit 
mendapatkan bibit yang berkualitas dalam jumlah besar dalam waktu yang 
singkat. Salah satu keunggulan perbanyakan tanaman melalui teknik kultur 
jaringan adalah sangat dimungkinkan mendapatkan bahan tanam dalam waktu 
singkat (Priyono et al., 2000). 
Teknik kultur in vitro mempunyai keuntungan diantaranya menghemat 
waktu dan tenaga (Hendaryono dan Wijayani, 1994). Keuntungan lain yang dapat 
diperoleh menurut Suryowinoto (1996) adalah tidak tergantung musim, dapat 
diproduksi dalam jumlah cukup banyak dengan kondisi terkontrol dan dapat 
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diproduksi sesuai dengan kebutuhan. Wattimena (1988) menyatakan bahwa 
beberapa keuntungan pembiakan mikro (kultur in vitro) dibandingkan dengan 
pembiakan klonal secara konvensional adalah tidak merusak pohon induk dan 
tidak tergantung musim. Pada dasarnya teknik perbanyakan secara in vitro adalah: 
inisiasi, proliferasi/multiplikasi, perakaran, aklimatisasi dan uji lapangan. 
Menurut Warreing dan Phillips (1981), kebutuhan nutrisi dan zat pengatur 
tumbuh (ZPT) untuk memacu proses morfogenesis pada kultur in vitro akan 
berbeda untuk setiap jenis tanaman dan eksplan yang digunakan. Wattimena 
(1992) menjelaskan bahwa ZPT dari golongan sitokinin sangat berperan di dalam 
kultur jaringan antara lain berhubungan dengan proses pembelahan sel, proliferasi 
tunas, dan induksi organ. Salah satu kelompok sitokinin adalah Benzyl Amino 
Purine (BAP) (Gunawan, 1987). Penambahan BAP 1 ppm baik untuk 
pertumbuhan eksplan jahe in vitro (Marlin, 2000). 
Menurut Kyte dan Kleyn (1996) auksin dapat diberikan secara tunggal 
maupun dikombinasikan dengan sitokinin untuk menginduksi kalus. Menurut 
Chang et al. dalam Suryowinoto (1996) penggunaan asam naftalen asetat atau 
naftalene acetic acid (NAA) untuk induksi kalus pada eksplan memberikan efek 
yang lebih baik dibanding dengan auksin sintetik jenis lain. Hal ini disebabkan 
karena NAA tidak menimbulkan mutasi genetik. Menurut Hrazdina (1992) NAA 
yang ditambahkan ke dalam media akan merangsang pembelahan sel dan sintesis 
protein sehingga akan memacu pertumbuhan kalus. Menurut Hendaryono dan 
Wijayani (1994), penggunaan auksin pada jaringan akan menimbulkan pengaruh 
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yang berbeda-beda. Umumnya penggunaan auksin pada konsentrasi yang semakin 
tinggi justru bersifat menghambat daripada merangsang pertumbuhan.  
 
B. Kerangka Berfikir 
Saat ini, kebutuhan akan sumber bahan bakar alternatif berupa jarak 
pagar untuk menghasilkan bahan bakar nabati (biofuel) cukup besar baik 
nasional maupun internasional. Teknik kultur in vitro dapat digunakan sebagai 
sarana untuk  pengadaan bibit unggul yang berkualitas dalam jumlah besar 
dalam waktu yang singkat.. Pemberian NAA dan BAP ini akan merangsang 
pembentangan sel dan meningkatkan sintesis protein kalus, akibatnya 
metabolisme sel akan terpengaruh yang nantinya akan mempengaruhi 
pertumbuhan kalus dan embryogenesis kalus jarak pagar (J. curcas). Secara 
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Pada penelitian ini hipotesis yang diajukan adalah sebagai berikut: 
1. Pemberian NAA dan BAP pada konsentrasi yang semakin tinggi akan 
menghambat induksi kalus Jarak pagar (J. curcas L.) 
2. Pemberian NAA dan BAP pada konsentrasi yang semakin tinggi akan 




Merangsang pembelahan sel kalus dan morfogenesis (BAP) serta mengatur berbagai 
proses pertumbuhan dan pemanjangan sel (NAA) 
 












A.  Waktu dan Tempat Penelitian 
Penelitian ini dilaksanakan pada bulan April 2009 sampai dengan 
November 2009 dengan lokasi penelitian di Laboratorium Kultur Jaringan 
Jurusan Agronomi Fakultas Pertanian Universitas Sebelas Maret Surakarta. 
 
B.  Bahan dan Alat 
1. Alat : 
Alat yang digunakan dalam penelitian ini meliputi alat-alat untuk 
sterilisasi, pembuatan media, dan penanaman eksplan. 
a. Sterilisasi 
Sterilisasi dilakukan terhadap alat-alat dan bahan yang akan digunakan 
dengan menggunakan autoclave pada suhu 1210C dan tekanan 1 atm, bunsen 
digunakan untuk mensterilisasi alat pada saat penanaman eksplan. Alat-alat 
yang telah disterilisasi disimpan dalam oven. 
b. Pembuatan Media 
Alat-alat yang digunakan untuk pembuatan media meliputi timbangan 
analitik, autoclave, pH meter, hotplate, magnetic stirrer, labu takar, gelas ukur, 
gelas piala, pipet volumetric, botol kultur, botol stok, spatula, pipet tetes, 




c. Penanaman Eksplan 
Alat-alat yang digunakan untuk penanaman eksplan meliputi botol-
botol kultur, cawan petri, alat-alat diseksi seperti gunting, pinset dan scalpel, 
bunsen, hand sprayer. Penanaman eksplan dilakukan dalam laminar air flow 
cabinet yang telah disterilisasi. 
 
2. Bahan : 
Bahan-bahan yang digunakan dalam penelitian ini meliputi bahan tanaman 
sumber eksplan, bahan sterilisasi, bahan pembuatan media, dan bahan untuk 
perlakuan. 
a. Bahan Tanaman Sumber Eksplan 
Tanaman sumber eksplan yang digunakan dalam penelitian ini berupa 
bagian ujung tanaman jarak pagar (J. curcas L.) yang terdapat buku-buku 
(nodus). 
b. Bahan sterilisasi 
Bahan-bahan yang digunakan untuk sterilisasi adalah desinfektan untuk 
mencuci yaitu fungisida dan bakterisida (agrept dan dithane 0,3 g/100 ml 
akuades) untuk perendaman selama 1 malam, akuades steril untuk pembilasan , 
bayclin selama satu menit untuk sterilisasi, dan akuades steril sebanyak 3 kali 





c. Bahan pembuatan media 
Media Dasar Murashige Skoog. 
a. Makronutrien 
Amonium nitrat   NH4NO3  1650 mg/l 
Kalium nitrat   KNO3   1900 mg/l 
Kalsium klorida dihidrat  CaCl2.2H2O  440 mg/l 
Magnesium sulfat 7 hidrat MgSO4.7H2O  370 mg/l 
Kalium dihidrogen fosfat KH2PO4  170 mg/l 
b. Mikronutrien 
Asam Borat   H3BO3   6,20 mg/l 
Mangan sulfat 4 hidrat  MnSO4.4H2O  16,9 mg/l 
Seng sulfat 7 hidrat  ZnSO4.7H2O  8,60 mg/l 
Kalium iodida   KI   0,83 mg/l 
Natrium molibdat dihidrat Na2MoO4.7H2O 0,25 mg/l 
Kupri sulfat 5 hidrat  CuSO4.5H2O  0,025 mg/l 
Kobalt klorida 6 hidrat  CoCl2.6H2O  0,025 mg/l 
c. Sumber besi 
Ferro sulfat 7 hidrat  FeSO4.7H2O  27,85 mg/l 
Di-natrium EDTA  Na2EDTA  37,25 mg/l 
d. Vitamin 
Myoinositol   100 mg/l 
Thiamin HCl   0,10 mg/l 
Nicotinic acid   0,50 mg/l 
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Pyridoxin HCl   0,50 mg/l 
e. Asam amino 
Glycine    2,0 mg/l 
f. Sumber karbon 
Sukrosa    30.000 mg/l 
g. Bahan pemadat 
Agar    8.000 mg/l 
(Semua komponen kecuali agar dan sukrosa disiapkan dalam bentuk 
larutan baku). 
h. Zat Pengatur tumbuh (ZPT) 
NAA dan BAP (sesuai perlakuan) 
 
C.  Prosedur Kerja 
1. Rancangan percobaan 
Penelitian ini adalah penelitian deskriptif dan kuantitatif. Rancangan 
percobaan yang digunakan adalah rancangan acak lengkap (RAL) yang disusun 
secara faktorial, dengan dua faktor. Faktor yang pertama yaitu konsentrasi asam 
naftalen asetat (NAA) yang terdiri dari 4 taraf (0; 0,5; 1 dan 2 ppm NAA). 
Sedangkan faktor kedua adalah pemberian benzyl amino purin (BAP) yang terdiri 





2. Pelaksanaan Penelitian 
Pelaksanaan penelitian dibagi dalam 3 tahapan meliputi : (1) Tahap 
Persiapan, (2) Tahap Penanaman Eksplan, dan (3) Tahap Pengamatan. 
(1) Tahap Persiapan 
(a) Sterilisasi Peralatan 
Peralatan meliputi botol, scalpel, petridisc dan gunting dicuci, dibilas 
dengan air mengalir, dan dikeringkan. Alat-alat yang sudah kering dibungkus 
dengan kertas, sedangkan botol-botol kultur ditutup dengan aluminium foil. 
Semua alat tersebut disterilisasi dengan autoclave pada suhu 121 0C dan 
tekanan 1 atm selama 30 menit, setelah itu dilakukan proses drying selama 20 
menit. 
(b) Pembuatan Media Dasar 
Media Murashige and Skoog (MS) digunakan sebagai media dasar. 
(c) Pembuatan Media Perlakuan 
Media dasar MS ditambah dengan NAA dan BAP masing-masing 
pada konsentrasi 0; 0,5; 1; dan 2 ppm. 
(2) Tahap Penanaman Eksplan 
(1) Sterilisasi Eksplan 
Sterilisasi eksplan dilakukan secara kimiawi dengan menggunakan 
sterilan yaitu desinfektan untuk mencuci, fungisida dan bakterisida untuk 
perendaman selama 1 malam, akuades steril untuk pembilasan , bayclin selama 
satu menit untuk sterilisasi, dan akuades steril sebanyak 3 kali masing-masing 
dilakukan di LAF. 
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(2) Penanaman Eksplan 
Penanaman eksplan yang sudah disterilisasi dilakukan pada media 
perlakuan yang berisi zat pengatur tumbuh dengan berbagai variasi 
konsentrasi NAA dan BAP yang sesuai dengan rancangan percobaan. 
Penanaman pada media perlakuan diamati dari hari pertama ditanam 
sampai kalus berumur 8 minggu. 
Penanaman eksplan dilakukan dalam laminar air flow dengan 
kondisi aseptik. Eksplan yang telah disiapkan untuk ditanam dipotong-
potong dengan menggunakan scalpel di dalam cawan petri dengan ukuran 
panjang ± 1 cm. Potongan eksplan dimasukkan ke dalam botol media MS 
kemudian ditutup kembali, botol-botol tersebut diletakkan dalam rak 
kultur dan disemprot dengan alkohol 70 % tiap 3 hari sekali.  
(3) Tahap Pengamatan 
Pengamatan kalus dilakukan setelah kalus ditanam pada media 
perlakuan sampai kalus berumur 8 minggu, meliputi saat muncul kalus, 
morfologi (meliputi tekstur dan warna kalus), saat muncul tunas, saat muncul 
daun, jumlah daun, dan warna daun yang terbentuk 
(1) Tahap pengamatan pembentukan kalus 
(a) Saat muncul kalus 
Eksplan diamati setiap hari untuk mengetahui saat kalus muncul pada 
Hari Setelah Tanam (HST). 
(b) Tekstur dan warna kalus 
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Tekstur dan warna kalus diamati pada 60 HST (sekitar 8 minggu setelah 
penanaman eksplan). 
(2) Tahap pengamatan pembentukan tunas 
(a) Saat muncul tunas 
Terbentuknya tunas ditandai dengan munculnya tonjolan berbentuk 
kerucut pada mata tunas aksilar dengan panjang  1 mm.  
(b) Saat muncul daun 
Penentuan saat muncul daun dalam penelitian ini didasarkan pada daun 
yang telah membuka sempurna.  
(c) Jumlah Daun 
Jumlah daun dalam penelitian ini dihitung berdasarkan akumulasi 
jumlah dari daun yang terbentuk sampai planlet berumur 60 HST, 
bukan hanya dihitung saat planlet berumur 60 HST. 
(d) Warna Daun 
Semakin hijau warna daunnya, menunjukkan kandungan klorofil yang 









D.  Analisis Data 
 
Analisis yang digunakan adalah analisis kualitatif dan kuantitatif. Analisis 
kualitatif meliputi data visual yang disajikan secara deskriptif. Analisis kuantitatif 
meliputi data saat muncul kalus pertama kali (HST) dan data visual morfologi 
kalus yang dibuat skoring. Data dianalisis dengan ANOVA dan dilanjutkan 
dengan uji DMRT pada taraf 5% (Santoso, 2000).  
 
IV. HASIL DAN PEMBAHASAN 
 
A. Inisiasi Kalus pada Media Perlakuan 
Pada media inisiasi kalus, penggunaan kombinasi ZPT berupa auksin 
(NAA) dan sitokinin (BAP) mampu menginduksi terbentuknya kalus yang 
berasal dari eksplan berupa potongan ujung tanaman J. curcas. Menurut 
George dan Sherrington (1984), kalus merupakan kumpulan sel amorphous 
yang terjadi dari sel – sel jaringan awal yang membelah diri secara terus 
menerus. Dan sel – sel penyusun kalus adalah sel – sel parenchima yang 
mempunyai ikatan yang renggang dengan sel – sel yang lain (Doods dan 
Roberts, 1985a).  
Proses berulang dari pembentukan sel biasanya disebut sebagai daur sel. 
Dalam proses ini akan memungkinkan sel tumbuhan yang berdiferensiasi dapat 
memasuki kembali daur sel melalui proses dediferensiasi. Proses tersebut juga 
memungkinkan sel kembali memiliki kemampuan membelah, seperti halnya 
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sifat kalus yang merupakan hasil dediferensiasi sel (Salisbury dan Ross, 1995). 
Inisiasi kalus merupakan tahap awal munculnya kalus dari eksplan disebabkan 
oleh pembentukan dan pertumbuhan sel (Wahyono dan Koensoemardiyah, 
1988).  
Menurut Abidin (1990), kalus akan terbentuk pada media yang 
mengandung konsentrasi auksin dan sitokinin dalam keadaan seimbang. 
Kombinasi NAA dan BAP pada tahap inisiasi kalus sangat efektif untuk 
merangsang sel ujung tanaman J. curcas melakukan proses dediferensiasi 
membentuk kalus, karena auksin mampu meningkatkan permeabilitas sel dan 
BAP mampu merangsang pembelahan sel yang diikuti dengan pembentukan 
kalus (Gati dan Ika, 1992). Pada kultur in vitro, morfogenesis dari eksplan 
selalu tergantung dari interaksi antara auksin dan sitokinin (Wattimena, 1991). 
Eksplan yang telah ditanam pada media inisiasi kalus mulai tumbuh 
membentuk kalus rata-rata pada hari ke-9 setelah penanaman. Menurut Dodds 
dan Roberts (1999b), kalus yang mulai tumbuh ditandai dengan 
membengkaknya eksplan terutama pada bagian irisan eksplan yang 
bersentuhan langsung dengan media dan munculnya bintik-bintik putih, setelah 
itu tekstur menjadi agak kasar. Kalus yang terbentuk mula-mula akan muncul 
dari daerah pinggir pada ujung sayatan.  
Menurut Suryowinoto (1996), kalus akan mulai terbentuk dari bagian 
pelukaan eksplan atau bagian tepi irisan eksplan, karena kalus merupakan 
jaringan penutup luka yang bersifat meristematis. Hal ini juga dimungkinkan 
karena adanya salah satu bentuk respon tumbuhan terhadap terjadinya pelukaan 
24 
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pada jaringan ataupun selnya. Seperti yang dijelaskan oleh Leon et al. (2001) 
bahwa luka yang dialami jaringan atau sel tumbuhan akan mengaktifasi 
mekanisme pertahanan diri tumbuhan baik secara lokal maupun sistemik (pada 
jaringan yang tidak luka) dalam bentuk perubahan arah jalur metabolisme dan 
menginduksi ekspresi gen-gen tertentu, dan hanya pada jaringan yang rusak 
yang akan terbentuk struktur sel yang tak beraturan, mengalami dediferensiasi, 
mengeluarkan senyawa simpanan, dan kehilangan banyak air. Struktur sel yang 
tidak beraturan ini akan berkembang menjadi kalus.  
Tabel 1. Pengaruh konsentrasi NAA terhadap saat  muncul 
kalus eksplan J. curcas (HST) 









Keterangan: angka yang diikuti huruf yang sama menunjukkan tidak berbeda nyata pada uji DMRT 5 %. 
 
 
Hasil penelitian menunjukkan bahwa hampir semua perlakuan 
membentuk kalus, kecuali N0B2 (kombinasi NAA 0 ppm dan BAP 1 ppm) 
(Lampiran 1). Perlakuan 0 ppm memberikan kemunculan kalus yang lebih 
cepat dibandingkan NAA 1 ppm dan 2 ppm yaitu pada 3,92 hari, namun tidak 
berbeda dengan perlakuan NAA 0,5 ppm. Hasil analisis ragam menunjukkan 
bahwa perlakuan NAA memberikan pengaruh yang signifikan pada taraf 1 % 
terhadap rata-rata waktu munculnya kalus J. Curcas. Terbukti dengan analisis 
ANOVA menunjukkan beda nyata pada uji DMRT 5 %. Menurut Lakitan 
(1995), pengaruh zat pengatur tumbuh tergantung pada kondisi anatomi dan 
fisiologi dari sel yang dipengaruhi dan tidak semua sel menjadi sasaran 
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hormon tertentu. Menurut Sriyanti dan Wijayani (1994), macam dan 
kombinasi penggunaan zat pengatur tumbuh pada media kultur jaringan sangat 
tergantung pada jenis tanamannya.  




































 Persamaan Regresi : Y = 3,292 + 15,21 x – 5,25 x2 
 
Gambar 3. Grafik hubungan antara konsentrasi NAA terhadap saat 
muncul kalus eksplan J. curcas (HST) 
 
Menurut Pierik (1987), auksin dikenal sebagai hormon yang mampu 
berperan dalam menginduksi kalus. Seperti yang dijelaskan oleh Simatupang 
(1991), bahwa zat pengatur tumbuh NAA dapat berperan  sebagai perangsang 
terbentuknya enzim – enzim yang aktif dalam pembelahan sel, begitupun 
sitokinin yang juga sering digunakan sebagai bahan kombinasi untuk induksi 
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kalus. Menurut Santoso dan Nursandi (2003) pengaruh sitokinin dalam kultur 
jaringan tanaman berhubungan dengan proses pembelahan sel dan proliferasi 
kalus. Pembelahan sel terjadi dengan bantuan sitokinin, sitokinin terutama 
berperan dalam hal pembentukan benang gelondong pada tahap metafase 
(Wattimena, 1992 cit. Santoso dan Nursandi, 2003).  
Perlakuan BAP serta interaksi antara BAP dan NAA memberikan 
pengaruh yang tidak berbeda nyata terhadap rata-rata waktu munculnya kalus 
J. curcas. Tampak bahwa pemberian BAP ke dalam media inisiasi kalus justru 
menghambat saat kemunculan kalus. Induksi kalus memang dipengaruhi oleh 
auksin sedangkan sitokinin lebih berperan pada proliferasi kalus (Santoso dan 
Nursandi, 2003). Tidak adanya pengaruh pemberian BAP terhadap 
pertumbuhan kalus diduga disebabkan kandungan hormon endogen pada sel-
sel kalus sudah cukup untuk memicu pembentukan kalus. Sudarmadji (2003) 
mengungkapkan bahwa jika konsentrasi BAP yang digunakan kurang sesuai 
maka kalus akan lambat muncul yang akhirnya bersifat juga sebagai 
penghambat pertumbuhannya.  
Hasil uji regresi taraf 5% (Gambar 3) didapatkan persamaan Y = 3,292 + 15,21 x – 5,25 x2, terdapat 
kecenderungan bahwa semakin tinggi konsentrasi NAA dapat menghambat saat kemunculan kalus. Hal ini seperti 
yang dikemukakan oleh Katuuk (1989), bahwa tanaman yang mampu memproduksi auksin endogen tidak 
memerlukan penambahan auksin sintetik dalam media. Dalam kondisi yang berlebih, auksin justru akan dapat 
menghambat pertumbuhan kalus. Hendaryono dan Wijayani (1994) mengemukakan juga bahwa pada kadar yang 
tinggi, auksin justru lebih bersifat menghambat daripada merangsang pertumbuhan.  
Penambahan NAA ke dalam media berpengaruh dalam pembentukan 
kalus seperti  yang diungkapkan oleh Hartman, et al. (1990) bahwa auksin 
pada tingkat moderat sampai tinggi merupakan hormon primer dalam produksi 
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kalus. Sitokinin dalam hal ini adalah BAP sesuai dengan namanya yang 
berasal dari sitokinase adalah hormon tumbuh yang mempengaruhi 
pembelahan sel. Sitokinin bila bereaksi bersama auksin akan kuat merangsang 
pembelahan sel dalam jaringan meristematik, dan sintesis RNA yang nyata 
terjadi bila sel – sel tumbuhan atau nukleus – nukleus yang terisolasi diberi 
perlakuan dengan sitokinin  (Kimball, 1983). 
 
B. Morfologi Kalus pada Media Perlakuan 
Kalus adalah suatu jaringan hidup hasil dari suatu pertumbuhan yang 
terdiri dari massa yang tidak teratur (Wetherel, 1982). Menurut Bajaj (1986), 
kalus yang dihasilkan pada media inisiasi akan mengalami kematian setelah 
lama berada dalam media. Hal ini karena nutrisi dalam media semakin lama 
semakin berkurang/habis. Menurut Wattimena, dkk. (1992) eksplan 
merupakan jaringan atau sel tanaman yang diisolasi dari tanaman, apabila 
dikulturkan memerlukan auksin dan sitokinin eksogen untuk tumbuh dan 
berkembang. Kalus pada awalnya mengalami pertambahan volume karena 
terjadi pembesaran ukuran sel-selnya. Ukuran kalus yang dihasilkan pada tiap 
media perlakuan berbeda-beda. Hal ini disebabkan oleh kemampuan jaringan 
dalam menyerap air dan unsur hara berbeda-beda yaitu kemampuan 
mengadakan proses difusi, osmosis dan tekanan turgor sel (Sriyanti, 2000). 
Tekstur kalus yang muncul pada eksplan dikelompokkan menjadi 2 yaitu 
friable (remah) dan nonfriable (kompak). Kalus yang kompak mempunyai 
tekstur yang sulit untuk dipisahkan dan terlihat padat. Pada Tabel 2 terlihat 
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bahwa hampir pada semua media perlakuan mampu memunculkan kalus dan 
semua kalus yang terbentuk pada eksplan J.curcas bertekstur remah (friable). 
Secara visual, kalus remah yang terbentuk pada eksplan J. curcas mempunyai 
ikatan antar sel yang tampak renggang, mudah dipisahkan dan jika diambil 
dengan pinset, kalus mudah pecah dan ada yang menempel pada pinset. 
Tabel 2. Warna dan tekstur kalus pada media perlakuan 
Konsentrasi NAA 
(ppm) 
Konsentrasi BAP (ppm) 





















Keterangan: angka yang diikuti huruf yang sama menunjukkan tidak berbeda nyata pada uji DMRT 5 %. 
 
 
Sebelum terbentuk kalus, terlebih dahulu akan terjadi pembengkakan 
pada eksplan. pembengkakan terjadi karena sel – sel yang terdapat pada 
eksplan terangsang untuk melakukan pembelahan sehingga volumenya 
bertambah. Pertumbuhan tersebut terus  berlangsung hingga terjadi proliferasi 
membentuk kalus. Kemudian pada bagian bawah batang yang besentuhan 
langsung dengan media muncul gumpalan berwarna kekuningan yang diduga 
merupakan massa sel yang bentuknya tidak terorganisir, massa inilah yang 
disebut kalus. Menurut Suryowinoto (1990) cit. Santoso dan Nursandi (2003) 
bagian eksplan yang terinisiasi membentuk kalus disebabkan karena sel – sel 
yang kontak dengan media terdorong untuk menjadi meristematik dan 
kemudian aktif melakukan pembelahan seperti jaringan penutup luka. 
Kalus yang muncul pertama kali dalam media inisiasi akan berwarna 
putih bening dengan tekstur remah. Perubahan warna dari eksplan yang 
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awalnya berwarna hijau menjadi putih bening disebabkan oleh adanya proses 
degradasi klorofil (Santoso dan Nursandi, 2002). Hal ini sesuai dengan 
penelitian Lestari dan Purnamaningsih (2001) tentang mikropropagasi daun 
dewa, bahwa terjadi perubahan warna dari hijau menjadi warna kecoklatan 
atau putih kekuningan. Menurut Giulano at al. dalam Santosa dan Nursandi 
(2002), proses degradasi klorofil dapat terjadi melalui hilangnya rantai fitol 
oleh enzim klorofilase sehingga terbentuk klorofilin/klorofilid dan dapat juga 
terjadi karena fotooksidasi, sehingga Mg2+ hilang dan terbentuk phaeophytin. 
Kemudian setelah kalus mengalami pertumbuhan membesar, maka warnanya 
menjadi putih kekuningan dengan tekstur remah. 
Perbedaan warna kalus menunjukkkan tingkat perkembangan dari 
kalus. Pertama kali muncul kalus sebagian besar berwarna cerah atau kuning 
kehijauan dan selanjutnya semakin bertambahnya umur kalus warna kaluspun 
berubah menjadi seakin gelap dan akhirnya menjai cokelat. Perubahan warna 
dari putih kekuningan menjadi kuning kecoklatan disebabkan oleh semakin 
dewasanya umur sel atau jaringan kalus dan menandakan terjadinya reaksi 
enzimatik yang mengarah pada sintesis senyawa fenol yag disebut browning 
(pencoklatan) (Santosa dan Nursandi, 2002). Menurut Abdullah et al. (1998), 
sel-sel yang sehat akan menunjukkan warna kuning bening dan akan berubah 
menjadi kecoklatan seiring dengan pertumbuhan kalus yang semakin tua. 
Menurut Vickery dan Vickery (1980) dalam Fitriyani (2003) sintesis fenolik 
dipacu oleh cekaman atau gangguan pada sel tanaman yang berupa cekaman 
karena luka pada jaringan dan cekaman dari media. Oleh karena itu, 
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pemanenan segera dilakukan sebelum terjadi kematian dan penumpukan 
senyawa fenol yang akan menghambat pertumbuhan kalus. Menurut 
Wattimena dkk. (1992), kondisi yang terjadi pada kalus bervariasi, hal ini 
disebabkan oleh adanya beberapa faktor yang mempengaruhi kondisi kultur 
tersebut antara lain : pigmentasi, pengaruh cahaya, dan bagian tanaman yang 
dijadikan sumber eksplan. 
Proses senesensi (penuaan) sel dapat terjadi karena adanya 
perombakan butir-butir klorofil dan protein dalam sel (Wattimena, 1991). 
Kinetin merupakan salah satu sitokinin yang berperan dalam memperlambat 
proses senesensi sel dengan menghambat perombakan butir-butir klorofil dan 
protein dalam sel (Wattimena, 1991). Kenampakan secara visual, kalus pada 
media inisiasi berbeda dengan kalus pada media perlakuan. Pada media 
inisiasi, kalus berada pada media dengan kombinasi NAA dan BAP, sehingga 
kalus yang tumbuh berwarna kuning bening, disebabkan kalus tidak 
mengalami penuaan (senesensi sel). Proses senesensi dihambat oleh adanya 
BAP dalam media inisiasi. Sedangkan kalus yang tidak segera disubkultur 
pada media perlakuan yang baru selama 2 bulan (± 60 hari) akan berwarna 
kuning kecoklatan, karena kalus telah mengalami penuaan (senesensi) dan 
kehabisan nutrisi. 
Perbedaan warna kalus menunjukkan bahwa tingkat perkembangan 
kalus berbeda – beda. Berdasarkan data yang diperoleh dari tabel 2, rata – 
rata perlakuan cenderung membentuk kalus dengan warna kuning kecoklatan 
(skoring 2,06). Warna putih kehijauan menunjukkan warna paling cerah 
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dengan kandungan klorofil lebih sedikit, sedangkan kalus yang berwarna 
kecoklatan menunjukkan warna paling gelap dalam penelitian ini (skoring 1). 
Warna cokelat pada kalus disebabkan oleh akumulasi senyawa fenol pada 
eksplan (Abdullah et al., 1998 cit. Suskendriyati et al., 2003). Pencokelatan 
tersebut mengakibatkan pertumbuhan terhenti dan jaringan biasanya mati 
(George dan Sherrington, 1984). Selain itu warna cokelat disebabkan oleh 
semakin bertambahnya umur kalus, menurut Abdullah et al. (1998) cit. 
Suskendriyati et al. (2003) sel – sel muda yang sehat akan berubah menjadi 
kecokelatan seiring dengan pertumbuhan kalus  yang semakin tua. 
Warna kalus menunjukkan tingkat perkembangan kalus yang terbentuk. 
Warna kalus semakin gelap (kecoklatan) berarti pertumbuhan kalus semakin 
menurun. Jika hal ini terjadi, diperlukan subkultur untuk proliferasi kalus 
lebih lanjut. Doods dan Robert (1985) menganjurkan inokulum yang 
mempunyai diameter 5 – 10 mm atau sekitar 20 – 100 mg. Subkultur 
sebaiknya dilakukan setiap 28 hari sekali. Namun waktu yang tepat untuk 
memindahkan kultur tergantung dari kecepatan pertumbuhan kalus. Menurut 
Katuuk (1989), media yang digunakan untuk menanam eksplan mempunyai 
dua fungsi yaitu untuk mensuplai nutrisi dan untuk mengarahkan 
pertumbuhan melalui zat pengatur tumbuh yang ditambahkan. Penambahan 
auksin (NAA) dapat meningkatkan tekanan osmotik sehingga air dapat masuk 
ke dalam sel yang disertai dengan kenaikan volume sel dan kenaikan sintesis 
protein yang digunakan sebagai sumber energi dan pertumbuhan 
(Hendaryono dan Wijayani, 1994). Galston (1941) dalam Abidin (1990), 
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menerangkan bahwa jumlah larutan yang ada di dalam sel meningkat pada sel 
yang diberi perlakuan auksin (NAA).  
Tekstur kalus yang dihasilkan pada akhir pengamatan berbeda-beda 
yaitu kompak dan remah. Kalus yang kompak mempunyai susunan sel yang 
rapat, padat sehingga sulit untuk dipisah-pisahkan dan mempunyai vakuola 
yang lebih besar dalam sel-selnya serta mempunyai dinding polisakarida yang 
lebih besar, dengan vakuola yang besar ini memungkinkan kalus dapat 
menyimpan air di dalam sel, sehingga kandungan air dari kalus lebih tinggi 
dan berat basah biasanya akan naik. Sedangkan kalus yang remah mempunyai 
susunan sel yang longgar sehingga mudah dipisah-pisahkan dan sel-selnya 
bersifat meristematik serta aktif membelah (Street, 1993). Disebutkan oleh 
Steves dan Sussex (1994), sel-sel yang menyusun kalus yang bertekstur 
remah cenderung berbentuk tidak teratur, relatif kecil ukurannya, inti selnya 
besar dan sitoplasmanya masih kental. Terbentuknya kalus yang bertekstur 
remah ini juga dipacu oleh adanya hormon auksin endogen yang diproduksi 
secara internal oleh eksplan yang telah tumbuh membentuk kalus tersebut. 
Kalus yang bertekstur agak remah adalah kalus yang pada bagian atasnya 
bertekstur remah sedangkan pada bagian bawahnya bertekstur kompak. 
Variabel struktur kalus diamati pada 60 HST atau akhir pengamatan. 
Struktur kalus yang terbentuk pada eksplan dikelompokkan manjadi kompak 
dan remah. Pengelompokan remah dan kompak didasarkan pada susunan sel – 
sel yang berbentuk nodul – nodul pada kalus. Selain itu sel – sel kalus juga 
dilihat apakah mudah dipisahkan atau tidak.  
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 Gambar 4. Struktur kalus kompak            Gambar 5. Struktur kalus remah 
 
Kalus yang muncul pada perlakuan sebagian besar bersifat remah 
(gambar 5), sel – sel kalus yang terbentuk antara satu sel dengan sel yang lain 
dengan mudah bisa dipisahkan. Dan kalus yang terbentuk pada penelitian ini 
sebagian besar berupa kalus air yang mengalami pertumbuhan cepat namun 
tidak tahan lama dan cepat berubah warna menjadi cokelat. Selain itu kalus 
yang terbentuk non embrionik sehingga untuk diferensiasi menjadi tunas dan 
akar perlu subkultur dengan jenis ZPT dan konsentrasi yang tepat. 
Pada perlakuan  konsentrasi NAA 0 ppm pada berbagai konsentrasi  
terlihat bahwa kalus yang terbentuk cenderung kompak (gambar 4). Kalus 
yang kompak menurut Street (1973) cit. Suskendriyati et al. (2003) 
mempunyai susunan sel yang rapat, padat sehingga sulit dipisahkan. Pada 
tabel 2 dapat kita ketahui bahwa perlakuan NAA 0,5 ppm, 1 ppm dan 2 ppm 
memberikan struktur kalus remah pada semua perlakuan yang dikombinasikan 
dengan BAP. Dan jika  dilihat pada penambahan BAP dengan konsentrasi 
tinggi (2 ppm) kalus yang terbentuk sebagian besar cenderung remah (tabel 2). 
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Sedangkan jika NAA yang ditambahkan konsentrasinya tinggi, kalus yang 
terbentuk cenderung kompak, hal ini terlihat pada penambahan NAA 2 ppm. 
Penambahan NAA pada media menyebabkan sel-sel kalus aktif dalam 
pembelahan sel, pembesaran sel, menaikkan tekanan osmotik dan 
meningkatkan sintesis protein. Menurut Wattimena (1991), perubahan tekanan 
osmotik sel dapat mempengaruhi proses biokimiawi sel. Peningkatan sintesis 
protein akan mengaktifkan enzim-enzim yang berperan dalam metabolisme 
primer dan sekunder yang ada di dalam sel untuk mensintesis senyawa-
senyawa penting untuk pertumbuhan. Menurut Abidin (1990), NAA dapat 
mengubah aktifitas enzim-enzim yang berperan dalam sintesis komponen-
komponen dinding sel dan menyusunnya kembali dalam suatu matriks dinding 
sel yang utuh sehingga akan berpengaruh terhadap berat sel. Proses 
pembesaran sel dapat terpacu jika ada auksin (Watimena, 1991; Gardner dkk., 
1991). Peranan auksin dalam pembesaran sel adalah merubah tekanan osmotik 
dalam sel. Perubahan tekanan osmotik sel akan mempengaruhi proses-proses 
biokimia dalam sel dan serentetan reaksi-reaksi sekunder (Wattimena, 1991). 
Perbedaan warna kalus menunjukkan bahwa tingkat perkembangan 
kalus berbeda – beda. Berdasarkan data yang diperoleh (tabel 2) rata – rata 
perlakuan cenderung membentuk kalus dengan warna kecoklatan kompak 
(skoring 2,25). Warna putih kehijauan menunjukkan warna paling cerah 
dengan kandungan klorofil lebih sedikit, sedangkan kalus yang terbentuk pada 
perlakuan NAA 0 ppm yang dikombinasikan dengan BAP semua perlakuan 
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memberikan kalus dengan warna paling gelap yaitu kuning kecokelatan 
(skoring 1). 
Warna kalus menunjukkan tingkat perkembangan kalus yang terbentuk. 
Warna kalus semakin gelap (menjadi cokelat) berarti pertumbuhan kalus 
semakin menurun. Jika hal ini terjadi diperlukan subkultur untuk proliferasi 
kalus lebih lanjut. Doods dan Robert (1985) menganjurkan inokulum yang 
mempunyai diameter 5 – 10 mm atau sekitar 20 – 100 mg. Subkultur 
sebaiknya dilakukan setiap 28 hari sekali. Namun waktu yang tepat untuk 
memindahkan kultur tergantung dari kecepatan pertumbuhan kalus. Pada 
penambahan sitokinin dengan kosentrasi yang semakin meningkat cenderung 
menunjukkan warna hijau (cerah) pada kalus lebih tahan lama. Warna hijau 
pada kalus adalah akibat efek sitokinin dalam pembentukan klorofil. Sparthier 
(1979) cit. Davies (1987) cit. Arniputri dan Purnomo (2003) mengatakan 
bahwa penggunaan sitokinin cenderung mengakumulasikan klorofil. 
Warna kalus pada perlakuan N0B1, N0B3, N1B1 dan N3B3 
memberikan warna kuning kecokelatan (skoring 1) paling gelap dari 
perlakuan lainya. Hal ini menunjukkkan bahwa warna hijau tidak bertahan 
lama pada perlakuan ini. Pada penelitian ini hampir semua kalus yang 
terbentuk berubah warna menjadi cokelat pada umur kurang lebih 1 bulan 
setelah muncul kalus (gambar 7). Warna cokelat pada kalus disebabkan oleh 
akumulasi senyawa fenol pada eksplan (Abdullah et al., 1998 cit. 
Suskendriyati et al., 2003). Pencokelatan tersebut mengakibatkan 
pertumbuhan terhenti dan jaringan biasanya mati (George dan Sherrington, 
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1984). Selain itu warna cokelat disebabkan oleh semakin bertambahnya umur 
kalus, menurut Abdullah et al. (1998) cit. Suskendriyati et al. (2003) sel – sel 
muda yang sehat akan berubah menjadi kecokelatan seiring dengan 
pertumbuhan kalus  yang semakin tua. 
 
C. Saat Muncul Tunas 
Tunas merupakan ranting muda yang baru tumbuh atau calon tanaman 
baru yang tumbuh dari bagian tanaman (Rahardja dan Wiryanta, 2003). Saat 
munculnya tunas ditandai dengan adanya tonjolan berwarna kehijauan pada 
ketiak daun. Pada penelitian ini, tunas yang pertama kali muncul hanya pada 
perlakuan N0B1 (kombinasi NAA 0 ppm dan BAP 0,5 ppm) yang merupakan 
pemanjangan mata tunas atau nodus yang berasal dari mata tunas ketiak daun. 
Pierik (1987) menyebut tunas ini sebagai tunas aksilar. Terbentuknya tunas 
ditandai dengan munculnya tonjolan berbentuk kerucut pada mata tunas 
aksilar dengan panjang  1 mm. Tampak bahwa pemberian BAP dan NAA ke 
dalam media kultur justru menghambat saat kemunculan tunas. Sitokinin 
(BAP) diyakini memegang peranan utama dalam mengatur perkembangan 
tunas (Goldsworthy dan Fisher, 1996). Wetherell (1982), juga menyebutkan 
bahwa sitokinin mempunyai dua peranan penting untuk propagasi secara in 
vitro yaitu merupakan perangsang pembelahan sel dalam jaringan yang dibuat 




Gambar 6. Penampakan visual kemunculan tunas tahap awal  
J. curcas  pada perlakuan N0B1(kombinasi NAA 0 
ppm dan BAP 0,5 ppm) 
 
Perlakuan kombinasi NAA 0 ppm dan BAP 0,5 ppm memberikan 
pengaruh paling cepat dalam merangsang kemunculan tunas yaitu pada 12 
hari setelah tanam. Diduga hal ini terjadi karena auksin endogen yang terdapat 
dalam eksplan sudah cukup untuk pertumbuhan membentuk tunas. Pada 
perlakuan pemberian BAP yang dikombinasikan dengan pemberian NAA 
yang lain tidak mampu merangsang kemunculan tunas. Seperti yang 
diungkapkan oleh George dan Sherrington (1984) bahwa BAP merupakan 
salah satu zat pengatur tumbuh yang banyak digunakan untuk memacu 
pembentukan tunas dengan daya aktivitas yang kuat mendorong proses 
pembelahan sel. Sitokinin sesuai dengan namanya yang berasal dari sitokinase 
adalah hormon tumbuh yang mempengaruhi pembelahan sel. Sitokinin bila 
bereaksi bersama auksin akan kuat merangsang pembelahan sel dalam 
jaringan meristematik, dan sintesis RNA yang nyata terjadi bila sel – sel 
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tumbuhan atau nukleus – nukleus yang terisolasi diberi perlakuan dengan 
sitokinin  (Kimball, 1983). 
Seperti penelitian Hanifah (2007) pada kombinasi perlakuan NAA dan 
BAP, pemberian BAP 2 ppm tanpa NAA (N0B3) menunjukkan saat muncul 
tunas tercepat sedangkan pemberian BAP 1 ppm tanpa NAA (N0B2) 
menunjukkan jumlah tunas terbanyak dan jumlah daun terbanyak. Demikian 
juga  penelitian yang dilakukan oleh Rajore dan Batra (2005) pada kultur jarak 
pagar didapatkan pemberian BAP 2 mg/l dan IAA 0,5 mg/l memberikan 
penggandaan tunas maksimum. Dalam penelitian ini, pemberian NAA dan 
BAP pada berbagai taraf konsentrasi tidak mampu memunculkan tunas. Hal 
ini diduga bahwa untuk penggandaan tunas, penambahan sitokinin eksogen 
akan berinteraksi dengan auksin endogen yang terkandung di dalam eksplan. 
Ini membuktikan bahwa pertumbuhan dan morfogenesis tanaman secara in 
vitro dikendalikan oleh keseimbangan dan interaksi antara zat pengatur 
tumbuh baik yang terkandung dalam eksplan itu sendiri (endogen) maupun 
yang diserap dari media (eksogen). Gunawan (1987) menyebutkan bahwa 
interaksi dan perimbangan antara zat pengatur tumbuh yang diberikan dalam 
media dan yang diproduksi oleh sel secara endogen menentukan arah 
perkembangan suatu kultur. Penambahan auksin atau sitokinin eksogen 
mengubah level zat pengatur tumbuh endogen sel. 
Wattimena et al. (1991) menyatakan proliferasi tunas aksilar hanya 
memerlukan sitokinin dalam konsentrasi yang tinggi tanpa auksin atau auksin 
dalam konsentrasi rendah sekali. Namun pada perlakuan BAP yang lain tidak 
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mempengaruhi munculnya tunas. Hal ini terjadi seperti yang diungkapkan 
oleh George dan Sherrington (1984) bahwa sitokinin alami yang terkandung 
didalam tubuh eksplan dapat merangsang eksplan untuk membentuk tunas. 
Seperti penelitian kultur jarak pagar yang dilakukan oleh Rajore dan Batra 
(2005) bahwa pemberian BAP dengan konsentrasi 2 mg/l paling aktif 
menginduksi tunas. Hal ini diduga auksin  dan sitokinin endogen sudah 
mampu merangsang pembentukan tunas. 
Hariyanti et al. (2004) menyebutkan bahwa penambahan sitokinin dalam 
konsentrasi yang tinggi memberikan pengaruh yang baik terhadap 
pembentukan tunas dan menghasilkan jumlah tunas terbanyak. Namun, dalam 
penelitian ini terlihat bahwa pemberian 0,5; 1; dan 2 ppm BAP tidak 
memberikann pengaruh yang signifikan satu sama lain dalam meningkatkan 
jumlah tunas. Wetherell (1982), juga menyebutkan bahwa sitokinin 
mempunyai dua peranan penting untuk propagasi secara in vitro yaitu 
merupakan perangsang pembelahan sel dalam jaringan yang dibuat eksplan 
dan merangsang pertumbuhan tunas daun. Tunas dapat muncul karena pada 
eksplan telah mempunyai mata tunas sehingga ketika eksplan ditanam dalam 
media kultur terjadi pemanjangan mata tunas tersebut. Hariyanti et al. (2004) 
melaporkan bahwa pada eksplan pisang talas, konsentrasi BAP yang semakin 
meningkat akan mempercepat waktu pembentukan tunas. Namun pada 
penelitian ini, kemunculan tunas tercepat justru diperoleh pada perlakuan 
tanpa penambahan NAA 0 ppm dan BAP 0,5 ppm yaitu 3 HST. Pemberian 
BAP pada berbagai konsentrasi tidak mampu mempercepat saat kemunculan 
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tunas dan jika dikombinasikan juga tidak dapat menginduksi munculnya tunas. 
Fenomena ini mengindikasikan bahwa saat kemunculan tunas tidak 
bergantung pada penambahan sitokinin yang dalam penelitian ini adalah BAP. 
Hal ini dimungkinkan bahwa kandungan sitokinin endogen di dalam eksplan 
J.curcas sudah mencukupi untuk pembentukan tunas sehingga sitokinin 
eksogen yang ditambahkan pada media kultur justru menghambat saat 
kemunculan tunas.  
Penambahan NAA juga tidak mampu mempercepat saat kemunculan 
tunas. Hariyanti et al. (2004) melaporkan bahwa pemberian auksin eksogen 
yang semakin meningkat, pengaruh hambatannya terhadap waktu 
pembentukan tunas semakin meningkat pula. Namun, pada penelitian ini 
terlihat bahwa dengan meningkatnya konsentrasi NAA, pengaruh 
hambatannya terhadap saat kemunculan tunas terlihat bervariasi. Hal ini 
dimungkinkan bahwa di dalam eksplan telah terkandung auksin endogen yang 
kadarnya tidak persis sama. Keseragaman ukuran dan cara pengambilan 
eksplan kemungkinan besar tidak diikuti dengan keseragaman hormon 
endogen tanaman sehingga penambahan auksin eksogen ke dalam media 
kultur akan menimbulkan respon yang bervariasi. 
Terbentuknya tunas merupakan salah satu indikasi berhasilnya tahapan 
pertama kultur jaringan yaitu tahap inisiasi. Wetter dan Constabel (1991) 
menyatakan bahwa jika pembentukan tunas telah diinduksi pada eksplan tanpa 
produk akar sekaligus,  pada dasar tanaman tersebut biasanya akan terbentuk 
kalus. Wetherell (1982), menyebutkan bahwa dalam tahap pertama kultur 
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jaringan diharapkan eksplan yang dikulturkan akan menginisiasi pertumbuhan 
baru sehingga akan memungkinkan dilakukannya pemilihan bagian tanaman 
yang tumbuhnya paling kuat, untuk perbanyakan (multiplikasi) pada kultur 
tahap selanjutnya. Berdasarkan hasil analisis uji F taraf 5 %, perlakuan tidak 
berpengaruh nyata, sehingga analisis yang digunakan adalah deskriptif. 
 
D. Saat Muncul Daun 
Daun mempunyai fungsi utama sebagai organ utama fotosintesis pada 
tumbuhan tingkat tinggi (Gardner et al., 1991). Daun dinyatakan sebagai 
lembaran berwarna hijau baik yang masih menggulung maupun yang telah 
terbuka (Prihatmanti dan Mattjik, 2004). Walaupun mekanisme pembentukan 
suatu tanaman yang dapat melakukan fotosintesis sendiri dalam kondisi in 
vitro belumlah diketahui dengan jelas, seperti disebutkan oleh Wetherell 
(1982),  akan tetapi pengamatan daun sangat penting sebagai acuan apakah 
pertumbuhan dan perkembangan tanaman berlangsung dengan baik karena  
daun merupakan perkembangan lebih lanjut dari tunas yang tumbuh pada 
eksplan (Anggraini, 2007). Penentuan saat muncul daun dalam penelitian ini 




Gambar 7. Kemunculan daun pertama kali J. curcas  pada 
perlakuan N0B1 (kombinasi NAA 0 ppm dan BAP 
0,5 ppm) 31 HST 
 
Dari semua perlakuan hanya 1 yang menunjukkan munculnya daun yaitu 
pada perlakuan N0B1 (kombinasi NAA 0 ppm dan BAP 0,5 ppm). Saat 
muncul daun tercepat diperoleh pada kombinasi perlakuan N0B1 (kombinasi 
NAA 0 ppm dan BAP 0,5 ppm). Wetherell (1982), menyebutkan bahwa secara 
umum perbandingan sitokinin dan auksin yang tinggi, baik untuk 
pembentukan daun. Anggraini (2007), dalam penelitiannya juga menyatakan 
bahwa dengan kadar sitokinin yang tinggi (2 ppm), memiliki kecenderungan 
saat muncul daun paling cepat. Namun dalam penelitian ini, dengan 
konsentrasi sitokinin (BAP) yang cukup tinggi (2 ppm) ternyata tidak mampu 
memunculkan daun, bahkan justru menghambat inisiasi daun. Ini diasumsikan 
bahwa di dalam eksplan telah terkandung auksin endogen yang kadarnya tidak 
persis sama dan kandungan sitokinin endogen di dalam eksplan J.curcas sudah 
mencukupi untuk pembentukan tunas sehingga sitokinin eksogen yang 
ditambahkan pada media kultur justru menghambat saat kemunculan tunas. 
 xliv
Berdasarkan hasil analisis uji F taraf 5 %, perlakuan tidak berpengaruh nyata, 
sehingga analisis yang digunakan adalah deskriptif. 
 
E. Jumlah Daun 
Daun bagi tanaman mempunyai peranan penting karena daun merupakan 
pusat terjadinya fotosintesis. Hasil fotosintesis merupakan sumber bahan 
makanan bagi tanaman, sehingga dengan semakin banyaknya daun maka 
diharapkan pertumbuhan tanaman akan semakin baik. Tanda paling awal akan 
adanya perkembangan daun menurut Salisbury dan Ross (1992) adalah 
pembelahan poliklinal sel terluar yang diikuti dengan pertumbuhan sel anak 
yang menyebabkan timbulnya tonjolan yaitu primordia daun. Pertumbuhan 
daun merupakan proses diferensiasi tunas, dan dengan penambahan zat 
pengatur tumbuh auksin dan sitokinin dapat mendorong proses diferensiasi 
tersebut.  
Jumlah daun dalam penelitian ini dihitung berdasarkan akumulasi jumlah 
dari daun yang terbentuk sampai planlet berumur 60 HST, bukan hanya 
dihitung saat planlet berumur 60 HST. Hal ini dikarenakan, dalam 
perjalanannya banyak planlet yang daunnya mengalami kelayuan, yang 
akhirnya rontok. Planlet jarak pagar yang daunnya mengalami kerontokan 
kemungkinan besar disebabkan oleh asupan hara yang semakin berkurang 
dalam media karena diserap oleh tanaman untuk pertumbuhan dan 
perkembangannya. Perontokan daun juga mungkin disebabkan karena siklus 
tanaman jarak pagar yang memasuki fase perontokan daun, seperti yang 
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biasanya terjadi pada budidaya di lapangan. Menurut Anggraini (2007), 
jumlah daun yang banyak menunjukkan bahwa eksplan mengalami 
pertumbuhan dan perkembangan yang baik. 
Perlakuan – perlakuan yang diberikan hampir tidak dapat merespon 
tunas untuk tumbuh daun. Hasil penelitian menunjukkan bahwa hanya 1 
perlakuan saja yang mampu membentuk daun, dan 1 perlakuan tersebut dari 3 
ulangan masing – masing 1 ulangan saja yang tumbuh daun yaitu 
N0B1(kombinasi NAA 0 ppm dan BAP 0,5 ppm ). Seperti penelitian Hanifah 
(2007) bahwa perlakuan pemberian BAP dengan konsentrasi 1 ppm tanpa 
pemberian NAA (N0B2) dapat memunculkan jumlah daun terbanyak yaitu 6 
helai. Ini diduga dengan penambahan sitokinin (BAP) pada media dapat 
mendorong sel – sel meristem pada eksplan untuk membelah dan 
mempengaruhi sel lainnya untuk berkembang menjadi tunas dan membentuk 
daun. Penelitian Yelnitis et al. (1996) pada tanaman lada juga menunjukkan 
bahwa penambahan sitokinin dapat mendorong meningkatnya jumlah daun 
dan ukuran daun. 
Perlakuan BAP tanpa NAA memberikan pengaruh jumlah daun 
terbanyak yaitu 16 helai. Ini diduga auksin dan sitokinin endogen sudah 
mampu merangsang pertumbuhan daun. Dengan penambahan sitokinin (BAP) 
pada media dapat mendorong sel – sel meristem pada eksplan untuk 
membelah dan mempengaruhi sel lainnya untuk berkembang menjadi tunas 
dan membentuk daun. Penelitian Yelnitis et al. (1996) pada tanaman lada 
menunjukkan bahwa penambahan sitokinin dapat mendorong meningkatnya 
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jumlah daun dan ukuran daun, sedangkan perlakuan yang lain menunjukkan 
tidak tumbuh daun.  
 
Gambar 8. Daun J. curcas pada perlakuan NAA 0 ppm 
dan BAP 0,5 ppm pada 60 HST 
 
Daun tidak muncul pada hampir semua kombinasi perlakuan. Jumlah 
daun dipengaruhi oleh adanya penambahan zat pengatur tumbuh ke dalam 
media. Wetherel (1982) menyebutkan bahwa perbandingan sitokinin-auksin 
yang tinggi, baik untuk pembentukan daun. Namun, pada  penelitian ini, 
jumlah daun yang muncul pada eksplan terlihat bervariasi. Variasi jumlah 
daun ini dimungkinkan karena adanya hormon endogen yang kadarnya tidak 
persis sama sehingga responnya terhadap penambahan zat pengatur tumbuh 












F. Warna Daun 
Variabel warna daun mengindikasikan kandungan klorofil yang 
terbentuk. Hasil penelitian menunjukkan bahwa warna daun pada penelitian 
ini yang dapat diamati hanya pada perlakuan N0B1 (kombinasi NAA 0 ppm 
dan BAP 0,5 ppm). Daun yang muncul berwarna hijau kekuningan.  
Warna daun yang semakin hijau berarti kandungan klorofilnya semakin 
tinggi. Klorofil berfungsi pada proses fotosintesis. Tabel 6 memperlihatkan 
bahwa rata-rata dari semua perlakuan tidak muncul daun, hanya satu 
perlakuan N0B1 (kombinasi NAA 0 ppm dan BAP 0,5 ppm) yang muncul 
tunas dan daun. warna daun yang terbentuk adalah hijau muda kemudian 
setelah 60 HST, beberapa ada yang berubah menjadi kecoklatan. Tidak 
terdapat kecenderungan dengan penambahan BAP akan meningkatkan warna 
hijau. Padahal, menurut Santoso dan Nursandi (2004), sitokinin dapat 
mendorong pembentukan klorofil. Tidak terjadi peningkatan warna hijau ini 
dimungkinkan karena adanya penambahan NAA pada media kultur maupun 
karena adanya auksin endogen sehingga kerja BAP dalam mendorong 
pembentukan klorofil menjadi terhambat. Sesuai dengan yang diungkapkan 
oleh George dan Sherrington (1984), sitokinin dapat mendukung pembentukan 
klorofil sedangkan auksin bekerja untuk menghambatnya. 
Warna daun yang hijau menunjukkan kandungan klorofil yang terdapat 
dalam daun banyak. Seperti dikatakan sebelumnya dalam variabel saat muncul 
daun bahwa meskipun mekanisme pembentukan suatu tanaman yang dapat 
melakukan fotosintesis sendiri dalam kondisi in vitro belumlah diketahui 
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dengan jelas, seperti disebutkan oleh Wetherell (1982), akan tetapi dapat 
diduga bahwa semakin hijau warna daun mengindikasikan semakin banyak 
pula klorofil yang terkandung di dalamnya. Semakin banyak klorofil maka 
pertumbuhan dan  perkembangan tanaman akan semakin baik karena  klorofil 
berfungsi dalam proses fotosintesis pada tanaman yang pada akhirnya 
menghasilkan produk berupa karbohidrat. 
 
 
V. KESIMPULAN DAN SARAN 
 
A. Kesimpulan 
1. Perlakuan NAA 0 ppm memberikan kemunculan kalus yang lebih cepat 
yaitu 3,9 HST dibandingkan dengan NAA 1 ppm yaitu 14,5 HST.  
2. Kalus yang terbentuk pada perlakuan BAP dengan konsentrasi 2 ppm 
cenderung remah, sedangkan perlakuan NAA pada konsentrasi 2 ppm, 
kalus yang terbentuk cenderung kompak. 




1. Perlu penelitian lebih lanjut tentang penggunaan NAA dengan range 
konsentrasi kurang dari 1 ppm untuk induksi kalus. 
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2. Perlu penelitian lebih lanjut sampai pada tahap pembentukan embrio 
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